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内	 容	 の	 要	 旨 
 
先端的な移植・再生医療として、幹細胞・前駆細胞
の移植による障害組織・臓器の機能回復や異種動物の
臓器を移植する異種移植などの研究が進められている。
これらの臨床応用を実現するためには、大型実験動物
を用いた前臨床的研究、いわゆるトランスレーショナ
ル・リサーチが必須である。トランスレーショナル・
リサーチでは、齧歯類に比べ、生理学的・解剖学的に
ヒトと類似性の高いブタを用いることによって、より
外挿性の高い知見を得られることが認識されている。
著者らはブタにおける体細胞クローニングや遺伝子改
変、ならびにキメリズムの誘導と解析を基盤として、
下記の 3 つを研究の柱として推進した。(1) キメラ胚
の形成機構の解析とこれを応用した多能性幹細胞の多
分化能の検証システムの構築、(2) キメラ技術を応用
した高付加価値遺伝子改変ブタの救済、(3) ゲノム編
集技術による遺伝子ノックアウトブタの作出・解析と
致死性形質を持つブタのキメラ技術による救済である。 
	 (1) は幹細胞研究へのブタのキメリズムの応用に関
する研究、(2) は異種移植研究用遺伝子改変ブタの作
出をキメリズムを用いて促進する研究、(3) は希少・
難治性疾患モデルブタの開発と利用にはキメリズムの
活用が鍵となることを示した研究、と位置づけること
ができる。 
 
	 第一章は本論文の緒論であり、ブタの実験動物、
特に医学研究へ利用する上での特徴や現状について概
説した。また、再生医療研究の現状と課題を明らかと
し、本研究への導入を図った。 
 
	 第二章では本研究に用いたブタの発生工学技術
を記述した。具体的にはブタ卵の体外成熟培養、体細
胞核移植、胚培養、胚移植等の方法論について詳述し
た。 
	  
	 第三章ではブタ多能性幹細胞の多分化能の検証
法の構築に取り組んだ。人工多能性幹細胞 (Induced 
pluripotent stem cells: iPS 細胞)を用いた臨床治療を
実現する過程において、非霊長類の中で最もヒトに類
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似した特徴を持つブタを用いてトランスレーショナル
リサーチを行うことで、治療のメカニズムの解明や効
果・安全性の評価に関して、よりヒトへの外挿性の高
い知見が得られると期待される。しかし、真の多能性、
すなわちキメラ形成能を持ったブタ iPS 細胞の樹立報
告は極めて限定的である。そこで本研究では、ブタの
多能性幹細胞のキメラ形成能を検証するために、ブタ
単為発生胚を用いる簡便な凝集法が有効であることを
明らかとした。本研究ではブタ胚盤胞の内部細胞塊 
(Inner cell mass : ICM)と桑実期あるいは、4-8 細胞期
のブタ単為発生胚をマイクロウェルの中で共培養する
ことで、高効率にキメラ胚盤胞が得られ、それらは移
植によってキメラ胎仔に発達し得ることを明らかにし
た。 ICM と桑実期割球との凝集によってキメラ胚盤
胞が得られる効率は、桑実期胚への注入による効率と
同等であった。凝集に適したホスト胚のステージは桑
実期に限定されず、4-8 細胞期胚を用いても同等の効
率でキメラ胚盤胞が得られた。凝集胚から得られた胚
盤胞の 34.2% (桑実期群)および 40.7% (4-8 細胞期群)
が移植後に体節期胎仔に発達し、それらの内のキメラ
胎仔の割合は 36.0%および 13.6%に達した。これらの
結果から、桑実期及び 4-8 細胞期の単為発生胚をホス
トとする凝集法によって、ブタの多能性幹細胞からキ
メラ胎仔が再現性高く作出できることが示された。こ
の方法は、iPS 細胞のような未分化細胞がキメラ形成
能、すなわち真の多能性を持つか否かを評価するため
の、実用的かつ高精度のシステムを提供すると考えら
れる。 
 
	 発生能力が極めて低い動物の胚 (ホスト胚)を、正
常胚 (ドナー胚)で補完すること、具体的にはキメラ状
態にすることで、その劣った発生能を救済することが
できる。著者らはこれまで異種移植の拒絶反応を回避
するために、α-ガラクトシル抗原 (Gal 抗原)を合成す
る酵素である α 1,3-galactosyltransferase (GT)をノッ
クアウト (KO)することに加え、補体制御因子遺伝子
である human decay-accelerating factor (hDAF)およ
び N-acetylglucosaminyltransferase Ⅲ (GNT-Ⅲ)を同
時に発現する雄の遺伝子改変ブタ (D/G GT KO)を作
出している。しかし、この D/G GT KO 雄ブタは成長
後にも生殖行動を起こすことがなく、また、このブタ
の体細胞を用いてクローン個体を作出しても、生後 1
週間以内に全て新生仔致死に至った。本研究の第四章
では生殖能をもたない、あるいは体細胞クローニング
では新生仔致死に至る異種移植用の遺伝子改変ブタに
対しキメリズムによる救済を適用することにより、正
常発育可能で、かつ生殖能を有するクローン個体の発
生を試みた。 
再生産出来ない雄の D/G GT KO ブタおよび健常な
雌の GT-KO ブタ由来の体細胞を用いて、クローン胚
を作製した。4-8 細胞期の D/G GT KO クローン胚と
GT KO クローン胚をマイクロウェルに投入し、凝集
法によりキメラ胚を作製した。キメラ胚の胚盤胞への
発達率は 82.9% (139/168)であった。これらの胚盤胞
を 3 頭のレシピエント雌に移植した結果、全頭が妊娠
し、13 頭 (9.4%)の生存産仔が得られた。これらの個
体の出生時の体重 (1.2±0.1 kg)は D/G GT クローンブ
タ (0.8±0.1kg)に比べて有意に増加した。また、新生
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仔期のキメラ胚由来ブタ 4 頭と、D/G GT KO クロー
ンブタ 2 頭の肝臓組織において 35 ヶ所の遺伝子のエ
ピジェネティック解析を行なった。その結果、D/G GT 
KO クローンブタで認められた２遺伝子 (Serpina1e, 
Nrli2)における DNA 高メチル化異常が、キメラ胚由
来個体ではWTブタと同等まで改善していた。D/G GT 
KO クローンブタ 9 頭は生後 1 週間以内に全て死亡し
たが、キメラ胚由来個体は、13 頭のうち 6 頭 (46.2%)
が離乳期まで成育した。さらに、キメラ胚由来の雄個
体を離乳後も成育させたところ、正常な生殖能力を示
し、自然交配により健常な次世代を作出出来た。以上
から、発育能や繁殖能が低下した遺伝子改変ブタのク
ローン胚を健常クローン胚と凝集させることで発育能
を補完し、生殖能力を有する個体へと誘導し、GT KO
ブタの生産システムを構築した。 
 
	 第五章ではゲノム挿入リスクのない、ZFNs をコ
ードする mRNA (ZFNs-mRNA)を用い、体細胞核移植
により免疫不全ブタを作出し、さらに、免疫不全ブタ
のクローン胚に対し、キメラ技術の一つである胚盤胞
補完法を応用することで、免疫機能を補完しえるか否
か、検討することを目的とした。ブタ Interleukin-2 
receptor gamma (IL2RG)のエキソン 1 をターゲット
とする ZFNs-mRNA を雄のブタ胎仔線維芽細胞にエ
レクトロポレーションした。変異解析により得られた
IL2RG KO 細胞を核ドナーとして、体細胞核移植を行
い、培養 5-6 日目に得られた胚盤胞を 2 匹のレシピエ
ント雌の子宮角に外科的に移植した。妊娠 113 日目に
胎仔を回収し、表現型を解析した。変異解析に供した
192 の細胞クローンの内、IL2RG KO 細胞が 1 ライン
得られた (0.5%, 1/192)。IL2RG KO 細胞を用いて作
製した核移植胚の体外培養における正常分割および胚
盤胞形成率は，それぞれ 76.4% (308/403)，および
55.8% (237/403)であった。発生培養 5-6 日目に得られ
た胚盤胞 199 個を 2 頭のレシピエント雌に移植したと
ころ、1 頭のレシピエント雌から 4 頭のクローン胎仔
が得られた (4.0%, 4/100)。これらの胎仔では核ドナー
細胞と同様の変異が確認され、IL2RG タンパクの発現
が完全に欠損していることが明らかとなった。また、
得られたクローンブタは胸腺の形成不全を呈し、フロ
ーサイトメーターを用いた末梢血単核球の解析により、
T 細胞、NK 細胞が欠損していた。ZFNs-mRNA と体
細胞核移植を組み合わせることにより、ゲノム挿入リ
スクなく IL2RG KO ブタを作出することが可能であ
った。続いて、IL2RG KO 細胞由来のクローン胚 (ホ
スト胚, オス)に対し、毛色が黒色の野生型ブタの細胞
で作製したクローン胚 (ドナー胚, メス)を用いて、胚
盤胞補完処理を施した。胚盤胞 124 個を 2 頭のレシピ
エント雌の子宮内に移植した結果、1 頭が出産し、合
計 6 頭の産仔 (全頭オス)が得られ、その内、性別と毛
色による判定および PCR 法を用いた遺伝子解析によ
り 2 頭の産仔がキメラ個体であった。キメラ産仔のリ
ンパ球をフローサイトメーターで解析したところ、T
細胞、NK 細胞が補完されていた。キメラ個体の T 細
胞、NK 細胞に対して PCR 解析をしたところ、それら
は WT 由来の遺伝子型を示した。また、キメラ個体の
T 細胞に対して、リンパ球幼若化試験を実施したとこ
ろ、キメラ個体の T 細胞の機能は WT ブタと同等であ
 4 
った。また、キメラ個体は WT ブタと同等の抗体産生
能を有していた。4 頭の IL2RG KO ブタは生後 0-12
日で全頭死亡したが、キメラ個体は 5 ヶ月齢を超えて、
順調に成長した。 
 
	 第六章では、以上の研究をまとめ、今後の課題と
展望について総括した。本研究を通じて、ブタ胚を用
いた凝集法によるキメラを作出するための基盤技術を
確立した。これを基盤として、多能性幹細胞の検証シ
ステムの構築、また、致死性の遺伝子改変ブタの救済
法を確立した。本研究の成果は、再生医療の実現に向
けた今後の研究に、重要な基礎的知見と、技術的基盤
を提供すると考えられる。 
